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ネティック修飾がどのように MEF で後期 PGC 遺伝子を発現抑制しているか、また、
処理群 MEF がどの程度 PGC の遺伝子発現状態に近づいているかについては解析に至
っていなかった。そこで、本研究では、初めに MEF における後期 PGC 遺伝子の発現
抑制機構に関する解析を行った。その結果、MEFでは、DNAのメチル化およびヒスト
ン H3 リジン 27 のトリメチル化（H3K27me3）といったエピジェネティック修飾が協
調して、後期 PGC 遺伝子の発現抑制を行っていることが明らかになった。次に、処理
群 MEF における全ゲノム的な遺伝子発現状態を DNA マイクロアレイにより検証し、
どの程度 PGC の遺伝子発現パターンに近づいているのかを評価した。その結果、未処
理のMEFと比べ、処理群MEFの遺伝子発現状態は PGCに近づいており、その遺伝子
発現パターンは、未処理の MEF と PGC の中間段階に位置することが分かった。そこ
で、処理群 MEF の遺伝子発現状態をさらに PGC の状態に近づけるため、鍵となる転
写因子候補を選択した。そして処理群 MEF で発現上昇が見られなかった Blimp1-RFP
と Oct4ΔPE-GFP レポーターを含む、PGC 分化の初期段階から発現する初期 PGC 遺
伝子の発現誘導を指標に、選択した転写因子群の効果を調べた。その結果、Klf4, c-Myc, 
Bcl3（KMB）をMEF に過剰発現すると、レポーターおよび Nanos3 や AP2rなどの初
期 PGC 遺伝子の発現上昇が見られた。このことから、処理群 MEF で発現が上昇しな
かった初期 PGC 遺伝子の発現誘導には、体細胞の脱分化に必要な Klf4 および c-Myc
と、これまでに多能性関連遺伝子および初期 PGC 遺伝子の発現制御に関与しているこ
とが示唆されていた Bcl3の働きが重要であることが示唆された。一方で、KMB過剰発
現では、処理群 MEF で発現上昇し、かつ、PGC で高発現している後期 PGC 遺伝子の
Dazlなどは発現誘導が見られなかった。そこで、処理群MEFに KMBの過剰発現を行



























殖隆起へと到達した PGCは、E13.5 頃には有糸分裂を停止し、オスの PGC（♂ PGC）
は、出生以降に減数分裂が始まり、精子へと分化する。一方、メスの PGC（♀ PGC）
は、この頃から減数分裂を始め、第一分裂前期で分裂を休止した状態で出生し、最終的
に卵子へと成熟する(ref. 1,2)（図 1）。 
ここで、生殖細胞のもととなる PGC に注目すると、PGC はその発生段階に応じて、
特異的な発現を示す遺伝子（生殖系列特異的遺伝子）を発現する。まず、胚体外中胚葉
領域に出現する前後から、PGCは、体細胞への分化に関連する遺伝子の発現を抑制する
Blimp1(ref. 3)、受精後の発生に重要な Stella(ref. 4,5,6)や、PGCの生存を維持する Nanos3(ref. 
7,8)などの初期 PGC遺伝子を発現する（図 1）。その後、生殖隆起に到達するころからは、
雄の生殖細胞発生に重要な Vasa(ref. 9,10)や、減数分裂関連遺伝子である Dazl(ref. 11,12)、




る。生殖隆起へ移動中の PGC では、転写を抑制する働きがあるヒストン H3 の 9 番目
のリジン残基（H3K9）のメチル化レベルや、DNAのメチル化レベルが低下する(ref. 21,22)






かと推察される。また、転写を促進する働きがあるヒストン H3 の 4 番目のリジン残基















に Blimp1, Prdm14, Tfap2cという 3つの転写因子を過剰発現させるというものである 
(ref. 28)（図 2）。一見、上述した増殖因子や転写因子が PGCの性質を規定しているように













これまでに、体細胞は、特定の転写因子セット（山中 4因子：Oct4, c-Myc, Klf4, Sox2、
Jaenisch因子：Sall4, Nanog, Esrrb, Lin28a）や低分子化合物セット（VPA, CHIR99021, 
ALK5i, Tranylcyprimine, Forskolin, DZNep）を作用させることで、人工多能性幹細胞
（iPSC）へと変化することが報告されている(ref. 29,30,31)（図 3a）。また、詳細な解析によ
り、体細胞が多能性を獲得する機構は 2 段階に分かれていることが知らており、1 段階
目では、外来性の山中 4因子等の働きによる体細胞の脱分化、代謝関連遺伝子や内在性
多能性関連因子の発現上昇、および体細胞性遺伝子の発現抑制が起こる。この状態の細






体細胞からの iPSC 誘導研究に、２つの大きな影響を受けている。まず 1 つ目は、山中
4 因子のように体細胞の運命を目的の細胞へ変化させうる転写因子の存在を予想し、実
際に、肝臓細胞、神経細胞、セルトリ細胞などを、いくつかの転写因子を過剰発現する
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考に、MEFに山中 4因子（Oct4, c-Myc, Klf4, Sox2：OCKS）を過剰発現し、体細胞の
脱分化および PGC で高発現している多能性関連遺伝子の発現誘導を起こしつつ、生殖
系列特異的遺伝子を発現誘導することで、MEFに PGCの性質を再構築できるのではな




物による H3K4 脱メチル化と H3K9 メチル化の阻害（chem）、化合物による H3K9 脱
























ス(ref. 42)）を交配した。これにより胎齢 14.5 日のマウス胚を得て、目的とする MEF を
調製した。また、生殖細胞で特異的に発現する蛍光レポーターBlimp1-RFPと多能性幹
細胞で特異的に発現する蛍光レポーターOct4ΔPE-GFP の両方をもつ MEF（BR/ΔPE 
MEF）は、Blimp1-RFP レポーターをヘテロに持つトランスジェニックマウスのメス
（BRマウス(ref. 43)）とΔPEマウスを交配し、胎齢 14.5日のマウス胚より調製した。な




る。上記マウスの交配により得られた胚から MEF を調製するため、解剖用培地 [high 
glucose Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium：high glucose DMEM（Gibco）, 10% Fetal 
Bovin Serum：FBS（BenchMark） , 100 Units/ml Penicillin および 100 µg/ml 
Streptomycin（SIGMA）]の中で、胎仔の頭部、尻尾、生殖隆起以外の内臓を除き、ラ
イカ蛍光実体顕微鏡 MZ16FN にて生殖隆起を観察し、レポーターの発現と雌雄を確認
した。その後、生殖隆起を除き、DPBS（Gibco）で洗浄して、5 ml の DPBSを入れた
60 mm dish中でハサミを用いて細かく切り、1胚ずつ 15 ml tubeに移した。60 mm dish
を 5 mlの DPBSで共洗いし、1000 rpm, 4℃で 5分間遠心して、上清を除き、10 ml の
0.25% トリプシン/EDTA で再懸濁後、50 ml の三角フラスコに懸濁液を移し、室温で
15分間撹拌した。その後、25 ml のMEF培地 [high glucose DMEM（Gibco）, 10% FBS
（Gibco）, 100 Units/ml Penicillin および 100 µg/ml Streptomycin（SIGMA）]を添加
し、1500 rpm, 4℃で 5分間遠心した。上清を除き、20 ml のMEF培地で再懸濁し、40 
µmのセルストレイナー（Falcon）に通して、1胚/150 mm dishに播種し、2日後細胞











MEFは、MEF培地、もしくは GS細胞用培地 [Stem Pro 34 SFM (Gibco), Stem Pro 
Nutrient supplement (Gibco), 10% Knockout Serum Replacement：KSR（Gibco）, 1% 
Non-Essential Amino Acid：NEAA（Gibco）, 1% Sodium Pyruvate（Gibco）, 4 mM 
L-Glutamine（Gibco） , 100 µM β-Mercaptoethanol（SIGMA） , 1000 Units/ml 
Recombinant Human Leukemia Inhibitory Factor（ESGRO） , 10 ng/ml basic 
Fibroblast Growth Factor（ SIGMA） , 10 ng/ml Recombinant Rat Glial Cell 
Line-derived Neurotrophic Factor（Gibco）, 100 Units/ml Penicillin および 100 µg/ml 
Streptomycin（SIGMA）] で培養した。 
ES 細胞、iPS 細胞の培養には、0.1% ゼラチン溶液（SIGMA）であらかじめコーテ
ィングし、フィーダー細胞として、マイトマイシン C（10 µg/ml, SIGMA）処理により
細胞分裂を停止させた MEF を播種しておいたマルチウェルプレート（BD Falcon）を
用い、培地は ES細胞用培地 [high glucose DMEM（Gibco）, 15% FBS（Moregate）, 
4 mM L-Glutamine（Gibco）, 1% NEAA（Gibco）, 1% Sodium Pyruvate（Gibco）, 100 













（SIGMA）, ALK5i（SIGMA）, Tranylcypromin（Enzo Life Science）, BIX-01294
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を使用し、以下の通り行った。前培養としてMEFの day 4ストックを 2日間培養し、
day 6となった時点で、0.5%トリプシン/0.2%EDTA（SIGMA）で処理することにより
細胞を回収して、フィーダー細胞用培地で 1×105 cells/mlに調製し、0.5 mlの細胞懸濁
液と、 20 分間室温で静置させた リポフェクショ ン Mix [pCAG-PBase, 
pPB-CAG-OCKS ： 0.2 µg, siRNA ： 20 pmol あ る い は pCAG-PBase, 
pPB-hCMV*1-Oct3/4-pA, pPB-hCMV*1-Sox2-pA：0.2 µg, siRNA：20 pmol とリポフ




（6）トータル RNAの抽出と cDNA合成 
 
MEF もしくは、iPS 細胞からのトータル RNA 抽出は、RNeasy Plus Mini Kit
（QIAGEN）により行った。cDNAの合成は、100 ngのトータルRNA, 150 ngのRandom 
Primer（Promega）, 0.5 mMの dNTP（Roche）を混ぜ、65°Cで 5分間静置し、氷上
に 1分間静置した後、5×First Strand Buffer（Invitrogen）, 5 mMの DTT（Invitrogen）, 
40 Unitsの RNase inhibitor（Invitrogen）, 200 Unitsの Super ScriptⅢ（Invitrogen）
と混ぜ、25°C で 5 分間静置し、50°C で 60 分間静置させることで逆転写反応を行い、
70°C で 15 分間静置して逆転写酵素を失活させた。さらに、2 Units の RNase H




リアルタイム定量 PCRは SYBR Greenもしくは TaqManプローブにより検出を行い、
シグナルの検出は Bio-Rad CFX connect（Bio-Rad）で行った。なお、SYBR Greenを
用いる場合は、PCR Master Mix [2×Power SYBR Green PCR Master Mix（Applied 
Biosystems）, 2.5 µM Forward Primer, 2.5 µM Reverse Primer, 0.5 ng~5 ng cDNA, 8 
µl 滅菌水] を作製し、50°C, 2分間→95°C, 10分間→（95°C, 15 秒間→60°C, 1分間）
×50 サイクル→融解曲線解析という条件で反応させた。内部標準には Arbp を使用し、
発現量の算出には比較 Ct 法を用いた。なお、遺伝子発現定量に使用したプライマーを
表 2にまとめた。 
また、TaqManプローブを用いる場合は、PCR Master Mix [2×Express qPCR Super 
Mix（Invitrogen）, 20×Gene Expression Assay（Applied Biosystems）, 0.5~5 ng cDNA, 
8 µl 滅菌水] を作製し、50°C, 2分間→95°C, 2分間→（95°C, 15秒間→60°C, 1分間）
×50 サイクルの条件で反応させた。内部標準には Gapdh を使用し、発現量算出には比
較 Ct 法を用いた。なお、プローブは Applied Biosystems 社の、Stella（Dppa3）：
Mm00836373_g1、Sycp1：Mm01298009_m1、Gapdh：4352932Eを使用した。 





RNeasy Micro Kit（QIAGEN）を用いて目的の細胞から Total RNAを抽出し、Nano 
Dropで濃度を確認し、続いて、RNA 6000 Nano Kit（Agilent）を用いて、Agilent 2100 
Bio Analyzer（Agilent）による RNAの品質確認を行った。次に、Low Input Quick Amp 
Labeling Kitにより100 ngのTotal RNAからCyanin3-CTPラベル化 cRNAを合成し、
RNeasy Plus Mini Kit（QIAGEN）で精製した。さらに、RNA 6000 Nano Kit（Agilent）
を用いて、Agilent 2100 Bio Analyzer（Agilent）によるラベル化 cRNAの品質確認を
行った。その後、Gene Expression Hybridization Kit（Agilent）を使用し、ラベル化
cRNAとwhole Mouse Genome DNAマイクロアレイ4×44Kをハイブリダイズさせた。
なお、ハイブリダイズにはアジレントハイブリダイゼーションオーブン（Agilent）内で
65℃, 10 rpm, 17時間反応させることにより行った。その後、Agilent Gene Expression 









ータ（GSE29725）を GEO データベースからデータをダウンロードし、Gene Spring





抗 DAZL 抗体による染色のために、まず 96-well plate に播種した細胞に、4% パラ
ホルムアルデヒド（Sigma）を添加し、室温で 1 時間静置することにより、固定した。
PBS [137 mM NaCl（Wako）, 2.7 mM KCl（Wako）, 10 mM Na2HPO4（Wako）, 2 mM 
KH2PO4（Wako）]で 3回洗った後、0.3 % Triton-X（Woko）を添加し、室温で 15分
間静置することで透過処理を行った。続いて、PBSで 3回洗い、ブロッキング液 [10% 
FBS（Gibco）, 1% BSA（Sigma）, 0.1% Triton-X]を添加して、4℃で 1時間静置した。
次に、ブロッキング液で希釈した一次抗体 [rabbit anti-DAZL（Abcam）]を添加し、4°C
で 16時間静置した。PBSで 3回洗った後、ブロッキング液で希釈した二次抗体 [Alexa 
Fluor dye-conjugated secondary antibodies （ Invitrogen ） ] と 3 µg/ml-1 
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4’ ,6-diamidino-2-phenylindole（DAPI, Thermo Fisher）を加え、室温で 1時間静置し
た。最後に、PBSで 3回洗い、VECTASHIELD （Vectro Laboratories）で包埋し、多
機能倒立型蛍光顕微鏡（Leica DMI6000）で観察した。また、染色結果は、タイリング
撮影により 1ウェルすべての蛍光画像を取得し、フリー画像解析ソフト image Jを用い
て解析することで、1ウェル中における DAPI陽性細胞数と DAZL陽性細胞数を算出し





6-well plateで培養している細胞を回収し、QIAGEN DNeasy Bloodあるいは、Tissue 
kits or QIAGEN All prep DNA/RNA Micro kits によりゲノム DNAを抽出した。その
後、 EZ DNA Methylation-Direct Kit（Zymo Research）によりバイサルファイト変換
処理を行った。次に、バイサルファイト変換したゲノムDNAを鋳型として、BIOTAQ HS 
DNA Polymerase（BIOLINE）を用いて Nested PCRにより Dazl, Tex19.1 Sycp1のプ
ロモーター領域を増幅した。なお、増幅に使用したプライマーを表 2に示した。続いて、
PCR産物を QIAquick Gel Extraction kit（QIAGEN）を用いて、ゲル抽出により精製
し、pGEM-T easy vectors（Promega）にサブクローニングし、BigDye Terminator v1.1 
Cycle Sequencing Kit（Applied Biosystems）によりシークエンス反応を行い、ABI 
PRISM 3100-Avant Genetic analyzer（Applied Biosystems）あるいは、3130/3130x/ 
DNA Analyzersを用いて塩基配列を決定した。得られた塩基配列は、Quantification tool 






まず、50 µl の Dynabeads Protein G（Invitrogen）を PBSで洗浄し、500 µl の RIPA 
Buffer-150 mM NaCl [50 mM Tris-HCl（pH 8.0）, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.1% 
SDS, 1% Triton-X, 0.1% Sodium Deoxycholate, 1×cOmplete protease inhibitor 
cocktail]を加え、5 µgの抗体 [normal IgG （CST, 2729S）, anti-H3K4me3（Abcam, 
ab8580）, anti-H3K27me3（Millipore, 07-449）]と混ぜ、4℃で 24時間転倒混和して
反応させた。次に、1~2×10^6 細胞を DPBS（Invitrogen）に懸濁し、終濃度 1%とな
るようにホルムアルデヒドを加え、室温で 10分間反応させて、タンパク質と DNAをク
ロスリンクした。次に、1.25 Mグリシン溶液（Wako）を終濃度 200 mMとなるように
加ることでクロスリンク反応を止め、氷冷した DPBSで洗浄した後、遠心して細胞をペ
レットにして上清を除いた。続いて、細胞のペレットを 100 µl の SDS lysis buffer [50 
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mM Tris-HCl（pH8.0, Wako）, 10 mM EDTA（東京化学同人研究所）, 1% SDS（Wako）]
を加え溶解し、400 µlの冷氷した ChIP Dilution Buffer [50 mM Tris-HCl（pH 8.0）, 167 
mM NaCl（Wako）, 1.1% Triton X-100（Wako）, 0.11% Sodium Deoxycholate（東京
化成工業）, 1×cOmplete protease inhibitor cocktail（roche）]に懸濁した。次に、
Branson Sonifier 250Aでパルスを 1分間与えた後、氷上で 2分間静置するというサイ
クルを 7回繰り返すことでクロマチンの超音波破砕を行った。次に遠心により、不溶性
残渣を除き、断片化クロマチンを含む上清を ChIP Dilution Buuferで 1 mlにメスアッ
プし、免疫沈降用のサンプル（300 µl）と input用のサンプル（30 µl）を分取した。さ
らに、免疫沈降用のクロマチンは RIPA Buffer-150 mM NaCl を加え、500 µl にメスア
ップした。続いて、抗体と結合させた Dynabeadsを 1 mlの氷冷した RIPA Buffer-150 
mM NaClで 2回洗浄した後、上述したように調製した断片化クロマチンと混ぜ、4℃で
24時間転倒混和して反応させた。なおこの間、input用のクロマチンは 4℃で保存した。
その後、Dynabeadsを 1 ml の氷冷した RIPA Buffer-150 mM NaCl、1 mlの氷冷した
RIPA Buffer-500 mM NaCl [50 mM Tris-HCl（pH 8.0）, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA, 
0.1% SDS, 1% Triton-X, 0.1% Sodium Deoxycholate, 1×cOmplete protease inhibitor 
cocktail]、および 1 ml の氷冷した TE [10 mM Tris-HCl（pH 8.0）, 1 mM EDTA]の順
で洗浄した。次に、200 µl の Direct Elution Buffer [10 mM Tris-HCl（pH 8.0）, 300 mM 
NaCl, 5 mM EDTA, 0.5% SDS]を加え、65℃で 16時間転倒混和し、脱クロスリンクし
た。また、input用のクロマチンには170 µlのDirect Elution Bufferと1.3 µlの10% SDS
を加え、200 µl にメスアップし、65℃で 16時間転倒混和して、脱クロスリンクした。
続いて、免疫沈降用のクロマチン、input用のクロマチンともに、5 µg/ml の RNase A
（Roche）を加え、37℃で 30分間静置し、続いて 500 µg/ml の Proteinase K（Sigma）
を加え、55℃で 3時間静置した後、QIAquick PCR Purification Kit（QIAGEN）を用
いて DNAを精製した。なお、免疫沈降した DNA中の各領域の濃縮度は、Power SYBR 










pPB-hCMV*1-Oct3/4-pA と pPB-hCMV*1-Sox2-pA を使用した。多くのプラスミドを
得るために、両プラスミドを形質転換させた大腸菌を 150 ml の LB培地（Gibco）で大
量培養し、GenElute HP Plasmid Maxiprep Kit（SIGMA）を使って、プラスミドを抽
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出した。さらに、得られたプラスミド溶液に対して 0.1 倍量の 3.0 M 酢酸ナトリウム
（Wako）と 0.7 倍量のイソプロパノール（Wako）を加え、15000 g, 4°Cで 30分間遠
心した。その後、70%エタノール（Wako）を加え、15000 g, 4°Cで 30分間遠心するこ
とによりリンスし、滅菌水でプラスミドを溶解して、トランスフェクションに使用した。 
過剰発現ベクターの構築のため、標的遺伝子をマウス ESC（Embryonic Stem Cell：
胚性幹細胞）の cDNAを鋳型とし、KOD Plus ver. 2（東洋紡）を用いて増幅を行った。
なお、使用したプライマー配列を表 2に示す。増幅産物は QIAquick Gel Extraction Kit
（QIAGEN）を用いて、ゲル抽出による精製をし、理化学研究所のバイオリソースセン
ターより購入し、EcoRI と NotI による制限酵素処理を行った CSII-EF-MCS ベクター
と In-Fusion HD Cloning Kit（Clontech）によりライゲーション反応を行った。ライゲ
ーション産物を大腸菌へ形質転換し、プラスミドを抽出した後、BigDye Terminator 
v1.1 Cycle Sequencing Kit（Applied Biosystems）によりシークエンス反応を行い、ABI 
PRISM 3100-Avant Genetic analyzer（Applied Biosystems）あるいは、3130/3130x/ 
DNA Analyzersを用いてベクターへの挿入配列に変異が無いことを確認した。その後、
プラスミドを形質転換させた大腸菌を 150 ml の LB 培地（Gibco）で大量培養し、
GenElute HP Plasmid Maxiprep Kit（SIGMA）を使って、プラスミドを抽出した。な










間後に培養上清を 15 ml tubeに移し、2000 rmp, 4℃で 5分間遠心し、上清のみを回収
することで、浮遊した細胞を除去した。続いて、1×となるように pH 7.4 に調製した 4
×PEG-it [32% Polyethylene Glycol 6000（Wako）, 400 mM NaCl, 800 mM HEPES
（東京化学同人）]を加え、4℃で 24時間静置した。続いて、2330 g, 4℃, 30分間遠心
後、上清を除き、DPBS（Gibco）を加え、2330 g, 4℃, 5分間遠心することで洗浄し、
上清を除いた後に、0.5 ml のフィーダー細胞用培地で懸濁して、5 µg/ml となるように
ポリブレン溶液（Sigma）を加え全量を、2.5×10^4細胞のMEFに感染させた。なお、
複数因子の過剰発現を行う場合は、各因子についてウイルスを作製し、全てを 1つにま
とめ上記と同様の手順で 4×PEG-itによる濃縮を行い、0.5 ml のフィーダー細胞用培地
で懸濁して、5 µg/mlとなるようにポリブレン溶液（Sigma）を加え、全量を 2.5×10^4
細胞の MEF に感染させた。なお、実験計画書は東北大学遺伝子実験センターによる審










GeneSpringで解析して、MEFと比べ特に E9.5 PGCあるいは PGCLCで発現が高い転








（1）処理群MEFを 4日間培養すると Vasaと Dazlの発現がさらに上昇する 
 
これまでの私の研究により、山中 4因子（Oct4, c-Myc, Klf4, Sox2：OCKS）発現プ
ラスミドの導入とヒストン H3のリジン 4（H3K4）脱メチル化阻害剤、ヒストン H3の
リジン 9（H3K9）メチル化阻害剤、ヒストン H3のリジン 27（H3K27）メチル化阻害
剤、H3K9 脱アセチル化阻害剤、TGF-β 阻害剤の添加（chem+VA5）、および RNAi に
よ る DNA メ チ ル 化 の 阻 害 （ Dnmt1 KD ） を 組 み 合 わ せ る こ と で






である Vasaの遺伝子発現レベルを定量 PCRにより解析したところ、day 2 から day 4
までは Vasaの発現が上昇したものの、day 6 では低下することが分かった（図 5a）。続
いて、培養 2日目（day 2）、3日目（day 3）、4日目（day 4）の細胞について、Vasa
をはじめとする複数の生殖系列特異的遺伝子について発現定量を行った結果、Vasa と
Dazl が培養日数を経るごとに発現上昇を示した（図 5b）。一方で、Stella については、
day 3、day 4で day 2よりも若干上昇傾向を示したが、実験回ごとのばらつきが大きく、
処理群 MEF の培養日数間で有意差は無く、また、コントロール MEF との有意差も無
かった。Stra8 に関しては、同じ培養日数間ではコントロール MEF と処理群 MEF と




以上の結果より、day 4 では、day 2に比べて PGCで高発現している生殖系列特異的
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な変化はなかった（図 6a）。加えて、山中 4因子すべてを除いた場合でも、Vasa, Stra8, 










いるのかを調べるため、抗 DAZL 抗体による免疫染色を行った。すると、処理群 MEF
のうち、約 50%程度の細胞で DAZLの発現上昇が見られ、発現上昇する細胞数の割合に
Klf4と c-Mycの過剰発現の有無で差はなかった（図 7-1、図 7-2）。一方、コントロール
MEF においても、Klf4, c-Myc の過剰発現の有無による差はほとんどなく、4~6%の細
胞が DAZL陽性だった（図 7-1、図 7-2）。以上の結果より、処理群MEFでは半数以上





（4）MEF において後期 PGC 遺伝子は DNA メチル化と H3K27me3 により抑制されて
いる 
 
続いて、処理群 MEF で発現上昇が見られた後期 PGC 遺伝子の発現制御にエピジェ
ネティック修飾がどのように関わっているのかを検証することにした。まず、Dazl、
Tex19.1 および Sycp1 に注目し、定量的 RT-PCRでMEFと比べ、処理群MEFで顕著
な発現誘導が見られるかを確認した（図 8a）。その結果、処理群 MEF における上記遺
伝子の発現レベルは E13.5 ♂ PGC には及ばないものの（図 8b）、MEF と比べて劇的
に発現が誘導されていることが分かった（図 8a）。 
次に、chem+VA5+Dnmt1 KD のうち、どの操作が後期 PGC 遺伝子の発現誘導に重
- 16 - 
 
要なのかを検証するため、OS +chem+VA5+Dnmt1 KDから各処理を 1つずつ抜いた条
件で Dazl, Tex19.1, Sycp1の発現定量を行った（図 9a）。その結果、Dazlと Tex19.1 は、
Dnmt1 KD（DNA のメチル化の阻害）と、chem のうち DZNep の添加（H3K27 のメ
チル化阻害）を行わなかった条件で発現誘導が起こらなくなった。以上の結果より、Dazl
と Tex19.1 の発現誘導には DNA のメチル化阻害と H3K27 のメチル化阻害が重要であ
ることが分かった。 









OS+ALK5i+DZNep+Dnmt1 KD で は 、 こ れ ま で に 採 用 し て い た 条 件
（OS+chem+VA5+Dnmt1 KD）と同等かそれ以上の発現誘導が見られた（図 9b）。さ
らに、Oct4, Sox2 の過剰発現を除いた ALK5i+DZNep+Dnmt1 KD においても
OS+ALK5i+DZNep+Dnmt1 KDと同程度の発現誘導が見られたことから（図 9c）、DNA
のメチル化阻害、H3K27 のメチル化阻害、TGF-βの阻害の 3つが Dazl, Tex19.1, Sycp1
の発現誘導に重要であることが示された。 
続いて、後期 PGC 遺伝子が MEF で発現抑制されているエピジェネティック機構を




下しており、Sycp1 でもわずかではあるが低下が見られた（図 10a）。また、Dazl と
Tex19.1 のプロモーター領域では H3K27me3 のレベルも低下していた（図 10b）。さら
に、MEF における上記遺伝子のプロモーター領域では H3K4me3 と H3K27me3 両方




た Sycp1 については（図 9a）、処理群 MEF で、プロモーター領域での H3K27me3 の
低下は見られず、むしろ H3K4me3 と H3K27me3 両方がより上昇し、bivalent 状態に
なっているにもかかわらず発現が上昇することがわかった（図 10b）。 
以上の結果より、上記 3遺伝子のMEFでの発現は、DNAメチル化により抑制されて
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いること、また、Dazlと Tex19.1 の抑制には H3K27me3 も関与していることが示唆さ









発現を加えた OCKS+chem+VA5+Dnmt1 KD においても同様の結果が得られた（図
11-2a）。GO 解析の結果、両条件において発現上昇した遺伝子群には、生殖系列特異的
遺伝子の他に、神経関連遺伝子や免疫関連遺伝子などといった組織特異的遺伝子が含ま
れていた（図 11-1b、図 11-2b）。加えて、OCKS+chem+VA5+Dnmt1 KDにおいて発現
上昇した遺伝子群には、上述したもののほかに、代謝関連遺伝子も含まれていた（図
11-2b）。一方、発現低下した遺伝子群には発生関連遺伝子、および、代謝関連遺伝子が
含まれており、これは両条件で共通していた（図 11-1c、図 11-2c）。 
さらに、処理群 MEF と胎齢 13.5 日のオス胚から得られた PGC（E13.5 ♂ PGC）
のトランスクリプトームを比較した。すると、コントールMEFと比べ、E13.5 PGCと
OS+chem+VA5+Dnmt1 KDで共通して発現が高い遺伝子は 1234プローブ、E13.5 PGC
とOCKS+chem+VA5+Dnmt1 KDで共通して発現が高い遺伝子は 1427プローブあるこ
とが分かった（図 11-1d、図 11-2d）。さらに、処理群MEFと E13.5 ♂ PGCで共通し
て発現が高い遺伝子には、「Meiotic cell cycle」などといった GO termを持つ生殖系列
特異的遺伝子が濃縮されており、その中には Tex19.1, Dazl, Sycp1 といった後期 PGC
遺伝子が含まれていた（図 11-1e、図 11-2e、表 3、表 4）。 
次に、コントロールMEF、処理群MEF、E13.5 ♂ PGCs、E15.5 ♀ PGCs、コント
ロール ESC、および当研究室の先行研究で生殖系列特異的遺伝子の発現誘導が見られる
Max-KD ESC(ref. 47)について、これらのトランスクリプトームデータをもとにした、主




リプトームはコントロールMEF と E13.5 ♂ PGC の中間に位置することが分かった。 
以上の結果より、処理群 MEF では後期 PGC 遺伝子を含む生殖系列特異的遺伝子の
発現が脱抑制しており、全ゲノム的に E13.5 ♂ PGC に近づいていることが分かった。
しかしながら、処理群MEFと E13.5 ♂ PGCとのトランスクリプトームは依然として
離れた位置にあることから、PGCのトランスクリプトームをMEFに再構築するにはさ











ゲノム的な遺伝子発現状態をさらに E13.5 ♂ PGC に近づける必要があると考えられ
た（図 11-1f）。そこで、まずは処理群 MEF を、E13.5 ♂ PGC と比べ、前者で発現誘
導が起こっていない遺伝子群を探索することとした。コントロール MEF よりも E13.5 
♂ PGCで発現が高く、かつ、処理群MEFでは発現が変化しない遺伝子（9158プロー
ブ、図 12a のベン図）を抽出したところ、Stella, Tcl1 などといった、これまでの研究
でエピブラストから PGC が誘導される際に発現が上昇する遺伝子群として報告されて
いる「core PGC genes」（表 6）が多く含まれていることに気付いた(ref. 28)。この処理群
MEFで発現誘導されていない遺伝子グループに含まれ、かつ、9158プローブのなかで、
MEFと比較して PGCでの発現上昇が大きい遺伝子を選び、そのトップ 20と core PGC 
genes を、それぞれ表 5，表 7 に示した。さらに、表 7 に示した遺伝子群は、コントロ
ールMEFと比べて、E9.5 PGCで発現が高く、かつ、その発現レベルは E13.5 PGCで
も維持されていることがわかった（図 12a 左のグラフ）。一方で、コントロール MEF
と比較して処理群MEFとE13.5 ♂ PGCとで共通して発現が高い遺伝子に多く含まれ
ていることが示された、「Meiotic cell cycle」の GO termを持つ遺伝子は（図 11-1e、
図 12a、表 3）、PGC の発生が進行するにつれて発現が上昇していた（図 12a 右のグラ
フ）。 
これらの結果から、処理群 MEF では、減数分裂関連遺伝子を含む後期 PGC 遺伝子
の発現上昇は起こっているものの、「core PGC genes」を含む初期 PGC 遺伝子（E9.5 
PGCで発現が誘導され、その後の PGC分化段階でも発現が維持される遺伝子）の多く
が発現誘導されていないのではないかと予想した。この仮説を検証するため、コントロ
ールMEFよりも E13.5 ♂ PGCで発現が高く、かつ、処理群MEFでは発現が変化し
ない遺伝子（9158 プローブ）の中に、初期 PGC 遺伝子あるいは、後期 PGC 遺伝子遺
伝子がどの程度含まれるかを、既存のマイクロアレイデータと本研究で取得したマイク
ロアレイデータの統合的解析により調べた。その結果、上記 9158プローブのうち、30％
以上の 3102 プローブが初期 PGC 遺伝子であった（図 12b）が、後期 PGC 遺伝子は、
約 10%程度の 1202プローブだった（図 12c）。 
以上の結果から、コントロールMEFよりも E13.5 ♂ PGCで発現が高く、かつ、処
理群MEFでは発現が変化しない遺伝子（9158 プローブ）の中には初期 PGC遺伝子も











前述したように、コントロール MEF と比べ処理群 MEF で発現が変化せず、かつ、
















割を果たすことが知られている Oct4, Sox2, Nanog や(ref. 48,49)、実際にMEFから iPSC
を直接誘導可能な Oct4, Sox2, Esrrb(ref. 50)、また、MEF に過剰発現させることで
Hepatocyte様細胞を誘導可能な転写因子セットHnf4α, Foxa2, Foxa3が含まれていた
(ref. 36)（表 8、9）。 
そこで、初期 PGC 遺伝子の発現誘導に重要な転写因子も、コントロール MEF と比
べ E9.5 PGCで特に発現が高い転写因子に含まれているのではないかと予想し、既存の




トロールMEFと比べ、E9.5 PGCで発現が高い転写因子トップ 20を選択した（表 10）。







ック修飾関連遺伝子として知られていた Jarid2(ref. 51,52), Arid3b(ref. 53), Tet1(ref. 54)は候補
因子から除いた。このようにして絞り込んだ全 17因子（Oct4, Sox2, Sall4, Esrrb, AP2r, 
Nanog, Nr6a1, Dppa4, Prdm14, Blimp1, Arrb2, Cbx7, Foxh1, Mybl2, Stat4, Myb, 
Zic3）を候補因子とし、過剰発現を行うこととした（表 11）。 
実験材料には、Blimp1-RFP レポーターマウスと Oct4ΔPE-GFP レポーターマウス
を交配し、得られた両レポーターを発現する胎仔由来のMEF（BR/ΔPE MEF）を使用
することとした。これまでに、Blimp1 は PGC の分化に必須であり(ref. 3)、また、AP2r
をはじめとする初期 PGC遺伝子の発現を制御していると報告されている(ref. 28,55)。その
ため、Blimp1-RFP は Blimp1 とその下流の初期 PGC 遺伝子が上昇したことの指標と
なる。また、Oct4ΔPE-GFP レポーターは、内在性の Oct4 を含む多能性関連遺伝子が
発現上昇したことの指標として広く用いられている(ref. 56,57)。また、予備実験によりMEF
の状態では Blimp1-RFP 単独陽性であり、一方 iPSC の状態になると Oct4ΔPE-GFP
単独陽性、そして PGC ではレポーター共陽性となることが分かっており（図 14）、こ
れにより、レポーターの発現から、MEF が PGC 様に変化したか、iPSC 様に変化した
かがわかる。 
実際に、BR/ΔPE MEF に上記 17 因子を、レンチウイルスベクターを使って過剰発
現したところ、複数個の細胞クラスター（以下、クラスター）が形成され、それらのク





Nanos3は処理群MEFの day4サンプルでは発現が低下している他（図 5）、図 12で示
したように、MEF に比べて E13.5 では発現が高い反面、処理群 MEF では発現の高く
ない 9158 プローブにも含まれている。そこで、Nanos3 の発現定量を行ったが、発現
誘導は見られなかった（図 16b）。なお、本項以降のおおまかな実験の流れと結果を図
15に示す。 









MEF において Oct4ΔPE-GFP レポーターや初期 PGC 遺伝子である Nanos3 は発現上
昇しなかった。そこで、上記 17因子以外で、これまでに Oct4や初期 PGC遺伝子の発
現上昇に関与することが報告されている転写因子を文献調査により調べたところ、Klf4, 
c-Myc, Bcl3, Tbx3が該当した。Klf4および c-Mycと、上記17因子に含まれるOct4, Sox2
は山中 4 因子であり、これらを MEF に過剰発現することで、いくつかの内在性の多能
性関連遺伝子群の発現上昇が起こった後に、内在性の Oct4 遺伝子が発現上昇すること
が報告されている(ref. 58)。また、PGCでは多くの多能性関連遺伝子が高発現しており(ref. 
15,16)、それらが PGC の発生や生存に重要であることが示されている(ref. 17,18,19,20)。本論
文の前半で述べた実験、すなわち化合物などの処理による後期 PGC 遺伝子の発現誘導
には山中 4 因子は必須ではなかったが、初期 PGC 遺伝子の発現誘導を検討する以降の
実験では、山中 4因子と、それ以外の必要な因子候補を組み合わせて過剰発現する方針
で進めた。 
一方、マウス ESCにおいて、Bcl3は Oct4, Nanogといった多能性関連遺伝子あるい
は Stella などの初期 PGC 遺伝子のプロモーター領域に結合することが示されており、
それらの発現を正に制御している可能性が考察されている(ref. 59)。さらに、Tbx3は、マ
ウス ESC において PGC でも発現が高い Nanog の発現を正に制御しており、それによ
り Oct4 の発現を維持していると報告されている(ref. 49)。そこで、上記 17 因子に Klf4, 
c-Myc, Bcl3, Tbx3 を追加した山中 4 因子+17 因子（Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc, Sall4, 
Esrrb, AP2r, Nanog, Nr6a1, Dppa4, Prdm14, Blimp1, Arrb2, Cbx7, Foxh1, Mybl2, 








つである Nanos3の発現上昇が起こっていた（図 17b）。このことから、山中 4因子+17
因子の中には Blimp1-RFP、Oct4ΔPE-GFP、Nanos3 の発現を上昇させる因子が存在

















る因子を絞り込むため、Oct4ΔPE-GFP の発現に必要と考えられる山中 4 因子（Oct4, 
Sox2, Klf4, c-Myc）に加えて、上記 17因子から 1因子を選んで過剰発現し、Blimp1-RFP
レポーターの発現を上昇させる転写因子を探索した。その結果、17因子の中の 10因子
（Esrrb, AP2r, Nanog, Dppa4, Prdm14, Blimp1, Stat4, Zic3, Bcl3, Tbx3）のいずれか
１つを組み合わせれば、このうちのどの因子を用いた場合にも Blimp1-RFPの発現上昇




（10）山中4因子+10因子（Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc, Esrrb, AP2r, Nanog, Dppa4, Prdm14, 
Blimp1, Stat4, Zic3, Bcl3, Utf1）ののうち 1つを過剰発現すれば再現性よくレポーターお
よび Nanos3の発現上昇が起こる 
 
前述した実験により Blimp1-RFP上昇に寄与すると考えられた 10因子（Esrrb, AP2r, 
Nanog, Dppa4, Prdm14, Blimp1, Stat4, Zic3, Bcl3, Tbx3）の中で、これまでに生殖系
列特異的遺伝子の発現抑制に働くことが報告されているものを除くため、文献調査を行
ったところ、マウス ESCにおいて Tbx3が初期 PGC遺伝子 Stella の発現を負に制御す
るという報告があったため(ref. 60)、候補から除外した。 
さらに、これまでとは別角度から追加すべき候補因子の推定を行うこととした。そこ
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に選択した候補には含まれていなかったUtf1を新たに候補因子に追加することとした。 
以上により、山中 4因子と、一部の因子を入れ換えた 10因子（Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc, 
Esrrb, AP2r, Nanog, Dppa4, Prdm14, Blimp1, Stat4, Zic3, Bcl3, Utf1）を候補とした。
続いて、実際にこれらの過剰発現を行った。実験を行った全 3回中全てにおいて前項（8）
で述べた山中 4因子+17因子のときと同様に 1つのクラスター内でBlimp1-RFP陽性細




 こうして、山中 4 因子+10 因子過剰発現により再現性よく、1 つのクラスター内に
Blimp1-RFP陽性細胞と Oct4ΔPE-GFP陽性細胞とを作り出せるようになった。また、







で調べた Blimp1-RFP 発現上昇の再現性を評価した。また Blimp1-RFP と Oct4Δ
PE-GFPとを同時に発現上昇させる因子の特定を試みた。その結果、山中 4因子のみで
Oct4ΔPE-GFPの発現が見られ、山中 4因子と Esrrb, Dppa4, Prdm14, Zic3, Bcl3, Utf1
のいずれか１つを組み合わせた場合に、図 18 と同様、Blimp1-RFP の発現上昇が見ら
れた（図 21）。一方、その他の因子については Blimp1-RFPの発現上昇は見られず、図
18の結果を再現することはできなかった。また、山中 4因子と Esrrb, Bcl3 または Utf1
を組み合わせた場合に、クラスター内でのRFPとGFP両方の発現上昇が観察された（図
21）。図 21 には代表的な事例として、Mock、Blimp1-RFP の発現上昇のみが見られた
山中 4 因子+Prdm14、Oct4ΔPE-GFP のみの発現上昇が見られた山中 4 因子+AP2r、
両レポーターの発現上昇が見られた山中 4 因子+Bcl3、これらの過剰発現時の蛍光観察
結果も示している。次に、両レポーターの発現上昇に寄与した山中 4因子+3因子（Oct4, 
Sox2, Klf4, c-Myc, Esrrb, Bcl3, Utf1）を同時に過剰発現したところ、ついに同じ細胞で
レポーターが共陽性となった（図 22a、図 22b）。 
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となるために必須な因子を探索した。その結果、Klf4と c-Mycのいずれかを除いた条件













定量的 RT-PCRで検証した。その結果、Mockや KMでは Nanos3 の発現が検出されな
かったのに対して、KM+Oct4 と KM+Bcl3 では Nanos3 の発現上昇が見られており、
その発現レベルは山中 4 因子+3 因子の過剰発現よりも高かった（図 25a）。このことか
ら、両レポーターと Nanos3 の発現上昇を同時に起こすためには KMと Oct4 あるいは
Bcl3を過剰発現することが必要であることが分かった。加えて、KM+Bcl3では Nanos3
以外にも、E9.5 PGCで高発現している初期 PGC遺伝子 AP2rの発現が劇的に上昇して
おり、さらに 1 つの細胞で両レポーターが共陽性となっていることもわかった（図 25c
矢印）。これらの結果から、KM+Bcl3 (KMB)の組み合わせが両レポーターおよび初期
PGC遺伝子の発現誘導に最適であると考えられた（図 25a）。一方、KM+Bcl3における
Nanos3 と AP2r の発現が PGCLC と比較してどの程度なのかを検証したところ、
Nanos3 は 40 倍程度、AP2r は 10 倍程度、発現レベルがなお低いことが分かった（図
25b）。 







（13）処理群MEFへの Klf4, c-Myc, Bcl3（KMB）過剰発現による初期 PGC遺伝子と後
期 PGC遺伝子の発現誘導 
 
前項（12）より、MEF に KMB を過剰発現すると、Blimp1-RFP、Oct4ΔPE-GFP
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レポーターおよび Nanos3 や AP2r といった初期 PGC 遺伝子の発現上昇が起こること
が分かった。そこで、次に、後期 PGC 遺伝子の発現上昇が見られる化合物等による処
理と、KMB 過剰発現を組み合わせた際の効果について検証した。なお、化合物等によ
る処理条件は、操作が最も少なく、かつ、図 10bおよび図 10cで OS+chem+VA5+Dnmt1 
KDと同様にDazlや Tex19.1といった後期 PGC遺伝子の発現誘導効果を示すことが示
唆された DZNep+ALK5i+Dnmt1 KD を採用した。処理群 MEF に KMB を過剰発現
（DZNep+ALK5i+Dnmt1 KD_KMB）した結果、クラスター化と両レポーターの発現
上昇が見られた（図 26a）。また、形成されたクラスターを単一細胞化し、1つの細胞で
レポーターが共陽性となっていることも確認した（図 26b）。次に、定量的 RT-PCR に
より、形成されたクラスターにおける初期 PGC遺伝子および後期 PGC遺伝子の発現定
量を行った。その結果、DZNep+ALK5i+Dnmt1 KD_KMBでは Prdm14, AP2r, Stat4, 
Nanos3 といった初期 PGC 遺伝子の発現上昇と、Dazl, Tex19.1 といった後期 PGC 遺
伝子の発現上昇が見られた（図 27）。一方で、KMB過剰発現のみでは後期 PGC遺伝子
の発現誘導は見られず、また、化合物等による処理のみでは初期 PGC 遺伝子の発現誘
導は見られなかった（図 27）。この結果より、処理群 MEF に KMB を過剰発現するこ
とで、初期 PGC遺伝子と後期 PGC遺伝子を同時に発現誘導できることが分かった。し
かしながら、DZNep+ALK5i+Dnmt1 KD_KMBにおける初期 PGC遺伝子の発現レベル
は、KMB 過剰発現のみの場合より低く、また、後期 PGC 遺伝子の発現レベルは
DZNep+ALK5i+Dnmt1 KD のみには及ばなかった（図 27）。加えて、いずれの条件で
も Stat4除く初期 PGC遺伝子および後期 PGC遺伝子の発現レベルは E13.5 PGCには
及ばなかった（図 27）。以上の結果から、処理群MEFに KMBを過剰発現することで、














Dazl と Tex19.1 は転写促進型のヒストン修飾 H3K4me3 と転写抑制型のヒストン修飾
H3K27me3の両方が高く、転写抑制に働くbivalentなヒストン修飾状態となっており、
一方、処理群MEFでは H3K27me3 のレベルが低下していた（図 10b）。これらのこと
から、上記 3遺伝子は、MEFにおいて DNAのメチル化により発現抑制されており、ま












Snai1 や Snai2、および Thy1 などの遺伝子発現を誘導することで、MEF からの iPSC
誘導過程における MEF の脱分化と多能性関連遺伝子の発現上昇を阻害することが知ら
れている(ref. 63)。さらに Snai1 と Snai2 は、それぞれマイクロ RNA の miR290-295 と
miR-Let-7 の発現誘導に関与しており、これらのマイクロ RNA が多能性関連遺伝子の
発現抑制を行うことが示されている(ref. 64)。上述したマイクロ RNAの予測標的遺伝子に












MEF（OCKS+chem+VA5+Dnmt1 KD）あるいは Oct4と Sox2（OS）を過剰発現した
処理群MEF（OS+chem+VA5+Dnmt1 KD）は、PCA解析の結果より、どちらも E13.5 





らず、処理群 MEF では後期 PGC 遺伝子の発現誘導が起こったことからも支持される
（図 6b）。 
一方、山中 4 因子を過剰発現した処理群 MEF で発現上昇した遺伝子群には、代謝関
連遺伝子（「Metabolic process」の GO termを持つ遺伝子）が含まれており、これは、
Oct4 と Sox2 を過剰発現した処理群 MEF では見られなかった（図 11-1b, 図 11-2b）。
この違いは、c-Myc の過剰発現による影響であると考えられ、実際に、MEF に c-Myc
を過剰発現すると、代謝関連遺伝子および細胞周期関連遺伝子の発現誘導が起こると報
告されている(ref. 32)。この代謝関連遺伝子の発現上昇を除けば、山中 4因子あるいは Oct4
と Sox2 のみを過剰発現した処理群 MEF のトランスクリプトームは類似しており（図
11-1f）、定量的 RT-PCRによる遺伝子発現定量結果でも、両者で後期 PGC遺伝子の Vasa
や Dazl の発現レベルに大きな差は無く（図 6a）、また、免疫蛍光染色結果から、タン
パク質レベルで DAZLが上昇している細胞の割合もほとんど差が無かった（図 7-1、図
7-2）。これらのことから、山中 4 因子の過剰発現は、後期 PGC 遺伝子の発現誘導に必













子発現制御とも関連している可能性が考えられる。PGC は E10.5 頃から全ゲノム的な
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DNA脱メチル化が起こり(ref. 21,22)、その頃に後期 PGC遺伝子の Vasaや Dazlが発現上
昇する(ref. 9,10,11,12)。一方で、Nanos3などの初期 PGC遺伝子は全ゲノム的な DNA脱メ
チル化が起こる以前の E9.5 頃にはすでに高発現している(ref. 7,8)。さらに、これまでに、
Dnmt1（DNA メチル基転移酵素）や、Eed および Suz12（両遺伝子ともに H3K27 メ
チル化を担う PRC2 複合体の構成因子）を PGC 特異的にノックアウトすると、減数分
裂関連遺伝子に代表される後期 PGC 遺伝子が脱抑制されることが報告されている(ref. 







本研究により、MEFに転写因子の Klf4, c-Myc, Bcl3（KMB）を過剰発現することで、
発現の程度は PGC には及ばないものの、初期 PGC 遺伝子の Nanos3, AP2r, Prdm14, 
Stat4を発現誘導することに成功した（図 25、図 26）。このことから、これらの初期 PGC
遺伝子の発現制御には Klf4, c-Myc, Bcl3が関与していると考えられる。また、Klf4と
c-Mycのみの過剰発現（KM）でも AP2rの発現誘導が見られていることから、初期 PGC
遺伝子のうちAP2rの発現制御にはKlf4と c-Mycが大きく寄与していると考えられる。
さらに、山中 4因子+3因子から Klf4あるいは c-Mycの過剰発現を除くと、Blimp1-RFP
と Oct4ΔPE-GFP の共陽性化が起こらなくなることから（図 23）、Klf4 と c-Myc は、
内在性 PGC 関連遺伝子の発現誘導の指標となるレポーターの発現上昇にも重要である
と考えられる。 





（図 22、図 23、図 24）。このことから、Klf4 と c-Myc 過剰発現による MEF の脱分化
が、レポーターおよび初期 PGC遺伝子の発現上昇に重要である可能性が考えられる。 
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・処理群 MEF への KMB 過剰発現による初期および後期 PGC 遺伝子の発現誘導につい
て 
 
本研究では、処理群MEFに転写因子 Klf4, Myc, Bcl3（KMB）を過剰発現すること
で、処理群MEFでは発現誘導が起こらない初期 PGC遺伝子と、KMB過剰発現のみで
は発現誘導が起こらない後期 PGC遺伝子を同時に発現誘導することに成功した（図 27）。
このことから、処理群 MEF に KMB 過剰発現を行うことで、生殖細胞特異的遺伝子発
現に関して、より、E13.5 ♂ PGCに近づいたと考えられる。転写因子の効果を調べる
















が Blimp1 のプロモーター領域に結合し、発現を抑制することが報告されている(ref. 73)。
実際にトランスクリプトームデータを解析したところ、コントロール MEF と比べ処理






養日数が考えられる。処理群MEFでは、培養 4日目までは Vasaと Dazlが上昇するが








いて初期 PGC 遺伝子を特異的に発現抑制する因子を同定し、RNAi によるその因子の
機能阻害を、化合物等による処理と同時に行うことで、より良好な生殖系列特異的遺伝
子の発現誘導が起こるのではないかと考えられる。 
 以上の結果から、DNAメチル化や H3K27me3 などのエピジェネティック修飾と、転
写因子 Klf4, Myc, Bcl3 が、体細胞と生殖細胞の性質の違いを生み出している分子機構
の一端を担っていると考えられた。一方で、本研究で検討を加えたいずれの条件におい
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起へ向かって移動をする。生殖隆起へと到達した PGC は、E13.5 頃には有糸分裂を停
止し、オスでは、出生以降に減数分裂が始まり、精子へと分化する。一方、メスでは、
この頃から減数分裂を始め、第一分裂前期で分裂を休止した状態で出生し、最終的に卵
子へと成熟する。また、PGC では、発生過程中に初期 PGC 遺伝子の Blimp1, Stella, 
Nanos3や後期 PGC遺伝子の Vasa, Dazl, Stra8、また、多能性関連遺伝子のOct4, Sox2, 
Nanogが発現する。さらに、始原生殖細胞では発生過程中にヒストン H3の 9番目のリ








Stem Cell：ESC）や人工多能性幹細胞（induced Pluripotent Stem Cell：iPSC）を Activin 
Aと bFGFという 2つの増殖因子存在下で培養し、エピブラスト様細胞（Epiblast Like 
Cell：EpiLC）を誘導する。なお、EpiLC は E5.5 頃のエピブラストに相当する細胞で
ある。その後、EpiLCを増殖因子（BMP4, BMP8a, SCF, EGF）存在下で培養する、あ
るいは、EpiLCに転写因子（Blimp1, Prdm14, AP2r）を過剰発現することで、PGC様
細胞（PGCLC）が誘導される。また、PGCLC は E9.5 頃の PGC に相当することが知
られている。 
 
図 3 体細胞からの iPSC誘導 
 
（a）iPSCはマウス胎仔線維芽細胞（Mouse Embryonic Fibroblast：MEF）などの体




- 40 - 
 
（b）MEFに山中 4因子を過剰発現させた際の iPSC誘導過程は大きく 2段階に分かれ
ている。1 段階目には、外来性の山中 4 因子の働きにより、代謝関連遺伝子、多能性関
連遺伝子の発現上昇と体細胞性遺伝子の発現抑制が起こる。一方、2 段階目では、外来


















図 5 処理群 MEFにおける生殖系列特異的遺伝子の経時的発現変化 
 
（a）山中 4 因子発現プラスミドを導入と（OCKS）、化合物による H3K4 脱メチル化、
H3K9メチル化、H3K27 メチル化阻害（chem）、H3K9脱アセチル化阻害と TGF-β経
路阻害（VA5）、および RNAiによる Dnmt1の機能阻害（Dnmt1 KD）を行ったMEF
（OCKS+chem+VA5+Dnmt1 KD：以降、処理群MEFと表記）の培養 2日目（day 2）、
4日目（day 4）、6日目（day 6）における生殖系列特異的遺伝子 Vasaの発現定量結果。
また、コントロールとして、山中 4 因子とコントロール siRNA を導入した MEF
（OCKS+Ctrl siRNA）をおいている。（n=1） 
（b）処理群MEFの day 2、day 3、day4における各生殖系列特異的遺伝子の発現定量
結果。エラーバーは標準誤差を示す。また、ステューデントの t 検定により統計解析を
行い、Mockとの有意差を検定した。（n=3、*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001） 
 
遺伝子発現定量は定量的 RT-PCRにより行った。また、両実験とも培養 2日目における
遺伝子発現量を 1.0 として、相対値を算出した。 
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図 6 山中 4因子は生殖系列特異的遺伝子の発現誘導に必須ではない 
 
（a）Oct4, c-Myc, Klf4, Sox2（山中 4因子：OCKS）を過剰発現した場合の処理群MEF
（OCKS+chem+VA5+Dnmt1 KD）と、Oct4, Sox2（OS）を過剰発現した場合の処理群
















（7-1b）OS+chem+VA5+Dnmt1 KDにおける DAPI陽性細胞中の DAZL陽性細胞の割
合。DAZLおよび DAPI陽性細胞は取得した蛍光画像を image J で解析し、計測した。 
（7-2a）山中 4因子（OCKS）を過剰発現したMEF（OCKS＋chem+VA5+Dnmt1 KD）
における抗 DAZL抗体による免疫蛍光染色の結果。 
（7-2b）OCKS+chem+VA5+Dnmt1 KDの day 4サンプルにおける DAPI陽性細胞中の
DAZL陽性細胞の割合。 
 
スケールバーは 200 µm を、エラーバーは標準誤差をそれぞれ示しており、ステューデ
ントの t検定により統計解析を行い、有意差を検定した。（n=3, *p<0.05, **p<0.001）。
また、上記処理群 MEF は全て 4 日間培養したものを用いた。染色結果は、3 回行った
実験のうち、代表的な 1例を示している（赤色：DAZL、青色：DAPI）。 
 
図 8 処理群 MEFにおける Dazl, Tex19.1, Sycp1 の遺伝子発現定量結果 
 
（a）コントロール MEF と処理群 MEF（OS+chem+VA5+Dnmt1 KD）における後期
PGC遺伝子 Dazl, Tex19.1, Sycp1 の発現定量結果。コントロールMEFにおける遺伝子
発現量を 1.0 として、相対値を算出した。 
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（b）処理群MEF（OS+chem+VA5+Dnmt1 KD）と E13.5 ♂ PGCにおける Dazl,  
Tex19.1,Sycp1 の遺伝子発現定量結果。処理群MEFにおける遺伝子発現量を 1.0とし 
て、相対値を算出した。 
 
遺伝子発現定量は、定量的 RT-PCRにより行った。また、処理群MEFは全て 4日間培 
養したものを使用しており、エラーバーは標準誤差を示す。また、ステューデントの t 
検定により統計解析を行い、有意差を検定した。（n=3、*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001） 
 




おける Dazl, Tex19.1, Sycp1 の遺伝子発現定量結果。これまで採用していた全ての操作
を行っている条件（OS+chem+VA5+Dnmt1 KD）における遺伝子発現量を 1.0 として
相対値を算出した。エラーバーは標準誤差を示す。また、ステューデントの t 検定によ
り統計解析を行い、有意差を検定した。（n=3, **p<0.01, ***p<0.001） 
（b）これまで採用していた全ての操作を行っている条件（OS+chem+VA5+Dnmt1 KD）
とOct4と Sox2の過剰発現およびALK5i, DZNep添加とDnmt1 KDのみを行った条件
（OS+ALK5i, DZNep, Dnmt1 KD）における Dazl, Tex19.1, Sycp1 の遺伝子発現定量
結果。これまで採用していた全ての操作を行っている条件（OS+chem+VA5+Dnmt1 KD）
における遺伝子発現量を 1.0 として相対値を算出した。エラーバーは標準誤差を示す。
また、ステューデントの t 検定により統計解析を行い、有意差を検定した。（n=3, 
**p<0.01, ***p<0.001） 
（c）Oct4と Sox2の過剰発現をした条件（OS+ALK5i, DZNep, Dnmt1 KD）と過剰発
現をしていない条件（ALK5i, DZNep, Dnmt1 KD）における Dazl, Tex19.1, Sycp1 の






図 10 処理群 MEFにおけるエピジェネティック修飾状態の変化 
 
（a）バイサルファイトシークエンシングによる Dazl, Tex19.1, Sycp1 プロモーター領
域の DNAメチル化解析の結果。黒丸がメチル化 CpG、白丸が非メチル化 CpGを示す。
なお、本解析は独立で 2回行っており、それらを統合したものを図に示している。また、
図中にはメチル化 CpGの割合を示している。 
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（b）クロマチン免疫沈降（ChIP）による Dazl, Tex19.1, Sycp1 プロモーター領域の
H3K4me3 および H3K27me3 の局在解析結果。ネガティブコントロール用の抗体には
Normal IgG を用いた。各領域における H3K4me3 および H3K27me3 の局在レベルを
定量的 RT-PCRにより定量し、インプットしたクロマチン量に対する割合（% of input）
を算出した。本解析は独立で 2回行っており、図には代表的な 1例を示している。 
 
上記実験には、コントロール MEF および処理群 MEF（OS+chem+VA5+Dnmt1 KD）
の培養 4日目のサンプルを使用した。 
 
図 11 処理群 MEFにおける全ゲノム的な遺伝子発現解析 
 
（11-1a）コントロール MEF と比べ、Oct4 と Sox2 を過剰発現した処理群 MEF
（OS+chem+VA5+Dnmt1 KD）で 2 倍以上発現上昇、あるいは発現低下した遺伝子の
割合。（p<0.001） 
（11-1b）コントロール MEF と比べ OS+chem+VA5+Dnmt1 KD で 2 倍以上発現上昇
した遺伝子の中で各 GO termを持つものの割合。 
（11-1c）コントロールMEFと比べ OS+chem+VA5+Dnmt1 KDで 2倍以上発現低下し
た遺伝子の中で各 GO termを持つものの割合。 
（11-1d）コントロールMEFと比べ、OS+chem+VA5+Dnmt1 KDおよびE13.5 ♂ PGC
で 2倍以上発現が高い遺伝子の関係を示すベン図。（ベン図中の数字はプローブ数） 
（11-1e）コントロールMEFと比べ、OS+chem+VA5+Dnmt1 KDおよびE13.5 ♂ PGC
で共通して 2倍以上発現が高い遺伝子の GO解析結果。 
（11-1f）コントロールMEF、Oct4と Sox2（OS）あるいは山中 4因子（OCKS）を過
剰発現した処理群MEF（OS or OCKS+chem+VA5+Dnmt1 KD）、E13.5 ♂ PGC、E15.5 
♀ PGC、コントロール ESC、Max KD ESCのトランスクリプトームデータを用いた主
成分分析（PCA）の結果。軸はそれぞれ、X-Axis：Component 1（46.49%）、Y-Axis：
Component 2（26.37%）、Z-Axis：Component 3（11.12%）を示す。 
（11-2a）コントロール MEF と比べ、山中 4 因子を過剰発現した処理群 MEF
（OCKS+chem+VA5+Dnmt1 KD）で 2倍以上発現上昇、あるいは発現低下した遺伝子
の割合。（p<0.001） 
（11-2b）コントロールMEFと比べ OCKS+chem+VA5+Dnmt1 KDで 2倍以上発現上
昇した遺伝子の中で各 GO termを持つものの割合。 
（11-2c）コントロールMEFと比べ OCKS+chem+VA5+Dnmt1 KDで 2倍以上発現低
下した遺伝子の中で各 GO termを持つものの割合。 
（11-2d）コントロールMEFと比べ、OCKS+chem+VA5+Dnmt1 KDおよび E13.5 ♂ 
PGCで 2倍以上発現が高い遺伝子の関係を示すベン図。（ベン図中の数字はプローブ数） 
（11-2e）コントロールMEFと比べ、OCKS+chem+VA5+Dnmt1 KDおよび E13.5 ♂ 
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PGCで共通して 2倍以上発現が高い遺伝子の GO解析結果。 
 
なお、DNA マイクロアレイは独立で 3 回行っており、それらを統合した結果を図に示
している。また、処理群MEFはすべて培養 4日目のものを使用した。 
 
図 12 処理群 MEFで発現上昇しなかった遺伝子の抽出 
 
（a）図 11-dで示したコントロール MEF と比べ、OS+chem+VA5+Dnmt1 KD および
E13.5 ♂ PGC で 2 倍以上発現が高い遺伝子のベン図中で、9158 プローブに含まれる
「core PGC genes」、あるいは 1234プローブに含まれる「Meiotic cell cycle」の GO term
を持つ遺伝子の PGC 発生に伴う発現変化。なお、ボックスプロット図の縦軸にはアレ
イスキャナーで得られたシグナル強度を GeneSpringで標準化した値を示している。 
（b）aと E13.5 ♂ PGCと E9.5 PGCで発現が変化しない遺伝子（初期 PGC遺伝子）
の関係を示すベン図。 





図 13 E9.5 PGCで特に発現が高い転写因子の選択 
 
E9.5 PGCで特に発現が高い転写因子の抽出はいくつかの段階に分けて行った。まず、






図 14 MEF, iPSC, E16.5 生殖隆起における Blimp1-RFP, Oct4ΔPE-GFPレポーターの
発現 
 
MEF、iPSC、PGC における Blimp1-RFP および Oct4ΔPE-GFP レポーターの発現を
倒立蛍光顕微鏡で観察し、画像を取得した。赤色が Blimp1-RFP を、緑色が Oct4Δ
PE-GFPの発現を示す。なお、点線で囲った部分が生殖隆起である。また、スケールバ
ーは 200 µmを示す。 
 
- 45 - 
 




図 16 17因子過剰発現によるレポーターおよび Nanos3の発現 
 
（a）図 13 で絞り込んだ転写因子（17 因子）をレンチウイルスベクターで過剰発現さ
せ、14日間培養した細胞の蛍光観察結果。赤色がBlimp1-RFPを、緑色がOct4ΔPE-GFP
の発現を示す。なお、点線は形成された細胞クラスターの外周を示しており、スケール




図 17 山中 4因子＋17因子過剰発現によるレポーターおよび Nanos3 の発現 
 
（a）表 11 に示した山中 4 因子＋17 因子をレンチウイルスベクターで過剰発現させ、
14 日間培養した細胞の蛍光観察結果。赤色が Blimp1-RFP を、緑色が Oct4ΔPE-GFP
の発現を示す。なお、点線は形成された細胞クラスターの外周を示しており、スケール
バーは 200 µmを示す。 
（b）定量的 RT-PCR による、Mockおよび山中 4因子＋17因子過剰発現で形成された
細胞クラスターにおける Nanos3 の遺伝子発現定量結果。Mock における遺伝子発現量
を 1.0として相対値を算出した。（n=1） 
（c）定量的 RT-PCRによる、山中 4因子＋17因子過剰発現で形成された細胞クラスタ
ーおよび in vitroで誘導した PGC様細胞（PGCLC）における Nanos3の遺伝子発現定
量結果。山中 4因子＋17因子過剰発現における遺伝子発現量を 1.0 として相対値を算出
した。（n=1） 
 
図 18 Blimp1-RFPが上昇する条件の探索 
 




過剰発現時の細胞の蛍光観察結果も示している。なお、スケールバーは 200 µmを示す。 
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図 19 MEF と比べて E9.5 PGC もしくは PGCLC で発現が高い転写因子のネットワー
ク解析 
 





図 20 山中 4因子＋10因子過剰発現によるレポーターと Nanos3の発現 
 
（a）表 11 に示した山中 4 因子＋10 因子をレンチウイルスベクターで過剰発現させ、
14 日間培養した細胞の蛍光観察結果。赤色が Blimp1-RFP を、緑色が Oct4ΔPE-GFP
の発現を示す。なお、点線は形成された細胞クラスターの外周を示しており、スケール
バーは 200 µmを示す。 
（b）定量的 RT-PCR による、Mockおよび山中 4因子＋10因子過剰発現で形成された
細胞クラスターにおける Nanos3 の遺伝子発現定量結果。Mock における遺伝子発現量
を 1.0 として相対値を算出した。エラーバーは標準誤差を示す。また、ステューデント
の t検定により統計解析を行い、有意差を検定した。（n=3, *p<0.05） 
 
図 21 Blimp1-RFPおよび Oct4ΔPE-GFP両方の発現上昇が起こる条件の探索 
 
山中 4因子に加え、10候補因子のいずれか 1因子を同時に過剰発現し、14日間培養後、
Mock と比べて Blimp1-RFP および Oct4ΔPE-GFP の発現上昇が見られるかを、倒立
蛍光顕微鏡で観察し、発現変化を矢印で示した。水色は両レポーターの発現上昇が見ら
れた条件を示している。また、代表的な結果として、Mock、山中 4 因子のみ、山中 4
因子+Prdm14、山中 4因子+AP2r、山中 4因子+Bcl3、これらを過剰発現した細胞の蛍
光観察結果も示している。なお、スケールバーは 200 µmを示す。 
 
図 22 山中 4因子＋3因子過剰発現によるレポーターの発現 
 
（a）表 11に示した山中 4因子＋3因子をレンチウイルスベクターで過剰発現させ、14




レポーターが陽性となっている細胞を示しており、スケールバーは 50 µmを示す。 
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図 23 レポーター共陽性化に必須な因子の探索 
 
表 11に示した山中 4因子+3因子から 1因子ずつ除いた条件で過剰発現を行い、14日間
培養後、細胞が Blimp1-RFP および Oct4ΔPE-GFP の両者を共に発現するか否かを調
べた。陽性細胞が 2つのレポーターを同時に発現できたのは、着色していない欄に記載
の条件であり、水色の欄に示した条件では同時発現が見られなかった。また、代表的な
結果として、Mock、山中 4因子+3因子、山中 4因子+3因子から Oct4の過剰発現を除
いた条件（-Oct4）、山中 4因子 3因子から c-Mycの過剰発現を除いた条件（-c-Myc）に
おける蛍光観察結果も示している。なお、スケールバーは 200 µmを示す。 
 
図 24 Klf4+c-Myc (KM)、および 5候補因子のいずれか１因子を発現させた場合のレポ
ーターの発現 
 
図中に示した各条件で過剰発現を行い、14 日間培養後、Blimp1-RFP および Oct4Δ
PE-GFP の発現を倒立蛍光顕微鏡で観察した。なお、スケールバーは 200 µm を示す。 
 
図 25 Klf4, c-Myc, Bcl3過剰発現による初期 PGC遺伝子の発現誘導とレポーター共陽
性化 
 
（a）定量的 RT-PCR による、Mock および各過剰発現条件で形成された細胞クラスタ
ーにおける Nanos3 および AP2r の遺伝子発現定量結果。Nanos3 は KM+Oct4 過剰発
現群における遺伝子発現量を、AP2r は Mock における遺伝子発現量を 1.0 として相対
値を算出した。（n=1） 









図 26 処理群 MEFへの Klf4, Myc, Bcl3（KMB）過剰発現によるレポーターの発現上昇 
 
（a）処理群MEF（DZNep+ALK5i+Dnmt1 KD）に KMBを過剰発現し 14日間培養後、
レポーターの発現を倒立蛍光顕微鏡で観察した。点線は形成された細胞クラスターの外
周を示している。また、スケールバーは 200 µmを示す。 




スケールバーは 200 µmを示す。 
 
図 27 処理群 MEFへの Klf4, Myc, Bcl3（KMB）過剰発現による初期 PGC遺伝子と後
期 PGC遺伝子の発現誘導 
 
定量的 RT-PCR による、各サンプルでの初期 PGC 遺伝子および後期 PGC 遺伝子の発
現定量結果。Mock における遺伝子発現量を 1.0 とし、相対値を算出した。また、処理
群 MEF（DZNep+ALK5i+Dnmt1 KD）は培養 4 日目のものを、Mock、処理群 MEF
に過剰発現を行ったサンプル（DZNep+ALK5i+Dnmt1 KD_KMB）、KMB を過剰発現
したコントロールMEF（KMB）は過剰発現から培養 14日目のものを使用した。また、
ステューデントの t 検定により統計解析を行い、Mock と各条件との 2 群間における有





















































































































































（Vierbuchen et al., 2011）
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Fold change Gene Symbol Gene Name
557.9 Tex19.1 testis expressed gene 19.1
137.5 Dazl deleted in azoospermia-like
45.6 Fkbp6 FK506 binding protein 6
33.0 Sycp1 synaptonemal complex protein 1
25.9 Syce1 synaptonemal complex central element protein 1
23.7 Asz1 ankyrin repeat, SAM and basic leucine zipper domain containing 1
18.4 Tdrd9 tudor domain containing 9
17.0 Tex12 testis expressed gene 12
15.2 Hormad1 HORMA domain containing 1
14.0 Fkbp6 FK506 binding protein 6
13.3 Tex11 testis expressed gene 11
12.9 Mnd1 meiotic nuclear divisions 1 homolog (S. cerevisiae)
12.8 Mnd1 meiotic nuclear divisions 1 homolog (S. cerevisiae)
12.5 Sycp3 synaptonemal complex protein 3
9.5 Tex14 testis expressed gene 14
8.9 Ccnb1ip1 cyclin B1 interacting protein 1
8.0 Mael maelstrom homolog (Drosophila)
7.7 Dpep3 dipeptidase 3
7.4 Sycp3 synaptonemal complex protein 3
6.4 Hormad1 HORMA domain containing 1
5.8 Meig1 meiosis expressed gene 1
5.7 Stag3 stromal antigen 3
5.6 Smc1b structural maintenance of chromosomes 1B
5.2 Hormad1 HORMA domain containing 1
4.8 Piwil2 piwi-like RNA-mediated gene silencing 2
4.5 Brdt bromodomain, testis-specific
4.0 Rspo1 R-spondin homolog (Xenopus laevis)
4.0 Meig1 meiosis expressed gene 1
3.0 Piwil4 piwi-like RNA-mediated gene silencing 4
2.2 Rec114 REC114 meiotic recombination protein
2.1 Meiob meiosis specific with OB domains
表3
OS+chem+VA5+Dnmt1 KDとE13.5 ♂ PGCで共通して発現が高く
「meiotic cell cycle」のGO termを持つ遺伝子










Fold change Gene Symbol Gene Name
797.3 Tex19.1 testis expressed gene 19.1
111.7 Dazl deleted in azoospermia-like
59.6 Fkbp6 FK506 binding protein 6
28.5 Sycp1 synaptonemal complex protein 1
28.4 Syce1 synaptonemal complex central element protein 1
25.2 Asz1 ankyrin repeat, SAM and basic leucine zipper domain containing 1
22.1 Tdrd9 tudor domain containing 9
18.7 Fkbp6 FK506 binding protein 6
16.0 Hormad1 HORMA domain containing 1
14.3 Tex12 testis expressed gene 12
13.3 Tex11 testis expressed gene 11
12.4 Mnd1 meiotic nuclear divisions 1 homolog (S. cerevisiae)
12.3 Sycp3 synaptonemal complex protein 3
12.2 Mnd1 meiotic nuclear divisions 1 homolog (S. cerevisiae)
9.3 Sycp3 synaptonemal complex protein 3
8.8 Tex14 testis expressed gene 14
8.5 Ccnb1ip1 cyclin B1 interacting protein 1
7.8 Stag3 stromal antigen 3
7.5 Dpep3 dipeptidase 3
6.4 Meig1 meiosis expressed gene 1
6.1 Mael maelstrom homolog (Drosophila)
5.6 Smc1b structural maintenance of chromosomes 1B
5.3 Piwil2 piwi-like RNA-mediated gene silencing 2
4.9 Hormad1 HORMA domain containing 1
4.9 Hormad1 HORMA domain containing 1
4.4 Meig1 meiosis expressed gene 1
3.8 Brdt bromodomain, testis-specific
2.5 Piwil4 piwi-like RNA-mediated gene silencing 4
2.5 Msh4 mutS homolog 4 (E. coli)
2.1 Stra8 stimulated by retinoic acid gene 8
2.1 Rec114 REC114 meiotic recombination protein
表4
OCKS+chem+VA5+Dnmt1 KDとE13.5 ♂ PGCで共通して発現が高く
「meiotic cell cycle」のGO termを持つ遺伝子


















Fold change Gene Symbol Gene Name
18249.1 Stella developmental pluripotency-associated 3
14228.7 Tcl1 T cell lymphoma breakpoint 1
13028.6 Tdrd5 tudor domain containing 5
10325.9 Egr4 early growth response 4
9526.4 Nanos2 nanos homolog 2 (Drosophila)
6635.6 Sall4 sal-like 4 (Drosophila)
4826.7 Khdc3 KH domain containing 3, subcortical maternal complex member
4245.4 Nanog Nanog homeobox
3627.1 Gstm3 glutathione S-transferase, mu 3
3274.5 Xlr5c X-linked lymphocyte-regulated 5C
3038.5 Cpsf4l cleavage and polyadenylation specific factor 4-like
2630.7 Prdm14 PR domain containing 14
2391.8 Gm9112 predicted gene 9112
2390.5 Ly6g6e lymphocyte antigen 6 complex, locus G6E
2317.5 Cst9 cystatin 9
2192.9 C330022B21Rik RIKEN cDNA C330022B21 gene
2105.6 Gdf3 growth differentiation factor 3
2067.4 Ap3b2 adaptor-related protein complex 3, beta 2 subunit
1899.8 Zfp42 zinc finger protein 42
1899.0 Pigp phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis, class P
表5
処理群MEFと比べE13.5 ♂ PGCで発現が高い遺伝子トップ20



















Gene Symbol Gene Name
Stella developmental pluripotency-associated 3
Tcl1 T cell lymphoma breakpoint 1
Prdm14 PR domain containing 14
Tdh L-threonine dehydrogenase
Esrrb estrogen related receptor, beta
Sptbn2 spectrin beta, non-erythrocytic 2
Kit kit oncogene
Nr5a2 nuclear receptor subfamily 5, group A, member 2
Tfap2c transcription factor AP-2, gamma
Gjb3 gap junction protein, beta 3
Blimp1 PR domain containing 1, with ZNF domain
Mbp myelin basic protein
Npnt nephronectin
Lifr leukemia inhibitory factor receptor
Mbp myelin basic protein
Npnt nephronectin
Klf2 Kruppel-like factor 2 (lung)
Pygl liver glycogen phosphorylase
Elf3 E74-like factor 3
AU015836 expressed sequence AU015836
Lifr leukemia inhibitory factor receptor
表6
「core PGC genes」と定義されている遺伝子リスト




























Fold change Gene Symbol Gene Name
18249.1 Stella developmental pluripotency-associated 3
14228.7 Tcl1 T cell lymphoma breakpoint 1
2630.7 Prdm14 PR domain containing 14
1039.2 Tdh L-threonine dehydrogenase
562.7 Esrrb estrogen related receptor, beta
372.8 Sptbn2 spectrin beta, non-erythrocytic 2
106.4 Nr5a2 nuclear receptor subfamily 5, group A, member 2
24.1 Gjb3 gap junction protein, beta 3
16.5 Blimp1 PR domain containing 1, with ZNF domain
3.9 Mbp myelin basic protein
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